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On salt que certains lipides possfedent la propriete de 
former, en presence d'une phase aqueuse, des phases mesomorphes 
dont l'etat d' organisation est intermediate entre l'etat cristal- 
lin et r*tat liquide. Parmi ces lipides, il est connu que certains 
5 peuvent gonfler en solution aqueuse pour former des spherules dis- 
perses dans le milieu aqueux, ces spherules etant constitutes par 
des couches bimoleculaires ou multimoleculaires constituant des 
feuillets sensiblement concentriques. Les spherules de ce type, 
denommees de facon generale liposomes, peuvent etre utilises pour 

10 enfermer des solutes aqueux comportant des substances actives, les- 
dites substances se trouvant dans les compartiments aqueux compris 
entre les doubles couches lipidiques et etant ainsi protegees cen- 
tre les conditions exterieures. 

On a ddja propose d'obtenir des liposomes a partir de 

15 composes lipidiques ioniques, ces liposomes repondant a la formule 
generale 

x ~y 

dans laquelle X est un groupe hydrophile polaire et Y est un groups 
hydrophobe non polaire : par exemple, dans le brevet francais 

20 2 221 122. on a deja decrit des liposomes de ce type ayant des dia- 
metres inferieurs a 1 000 A. et dans le brevet francais 75-20*56, 
on a deja dScrit des liposomes de ce type ayant des diametres com- 
pris entre 1 000 et 50 000 A. De plus, on a egalement decrit dans 
le brevet francais 75-20456 des liposomes ayant un diametre compris 

25 entre 100 et 50 000 A et obtenus a partir d'un compose lipidique 
dispersible dans l'eau, ayant pour formule generale 

X , - Y 

formule dans laquelle X represente un groupe hydrophile non-ionique 
et Y represente un groupe lipophile . On connait done, a ce jour, 

30 des dispersions de liposomes ioniques ou non-ioniques de differentes 
tallies, et l'on a egalement decrit dans la demande de certificat 
d'addition francais 77-3* 2*9 des dispersions contenant plusieurs 
types de liposomes, chaque type renfermant des substances actives 
differentes. 

J5 L'interet des compositions renfermant des liposomes ioni- 

ques ou non-ioniques est en pratique limits par deux caracteristi- 
ques essentlelles de ces liposomes, a savoir leur stabilite et leur 
Impermeablllte. II convient d'assurer pour les liposomes en cause une 
stabilite suffisamment grande pour que ces liposomes subsistent a 

40 l'etat de spherules pendant un temps suffisamment long pour que les 
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compositions puissent etre utilisees avant que les spherules aient 
disparu par coalescence. 11 faut en effet noter que l'etat d'orga- 
nisation thermodynaroiqueroent stable des lipides hydrates est celui 
de la phase lamellaire a structure feuilletee ; il y a done ten- 
dance a la coalescence des spherules et cette tendance est plus 
ou rooins prononcee selon la taille des liposomes et selon la nature 
des composes lipidiques qui les constituent. Par ailleurs, il 
convient de pouvoir disposer de liposomes qui maintiennent encap- 
sulates les substances actives enfermees entre les doubles couches 
lipidiques, et a cet egard, on a d'ailleurs constate que les lipo- 
somes ayant des tallies relativement grandes, par exemple comprises 
entre 1 000 et 50 000 A, etaient plus interessants que les liposo- 
mes ayant des tallies relativement petites, par exemple comprises 
entre 100 et 1 000 A, en raison du fait que la permeabilite de ces 
15 liposomes decrolt quand le diametre moyen des liposomes augmente. 
II s'avere done d'une grande importance sur le plan pratique de 
trouver un moyen permettant d'eviter l' instability et la permeabi- 
lite des liposomes pour permettre leur utilisation satisfaisante 
longtemps apres leur fabrication. 
20 ~ La pr^sente invention a pour but de proposer un moyen tel 

que ci-dessus indique, et ledit moyen consiste a lyophiliser les 
dispersions de liposomes apres leur preparation. On a en effet 
constate, selon l'invention, que de facon tout-a-fait inattendue, 
les compositions contenant des liposomes, lorsqu'eltes etaient lyo- 
25 philisees pouvaient Stre rehydrafcees sans que la lyophilisation 

aodifie la structure et la dimension des spherules. Cette 

constatation est particulierement surprenante quand on se rappelle 
que les liposomes ont une structure entierement lipidique organist 
autour de l'eau et que done, contrairement aux cellules de type 
30 classique dont la lyophilisation est connue, les liposomes ne be- 
neficient pas de facteurs de stabilisation dQs a la presence de 
polymeres tels que les proteines. Oe plus, la formation des lipo- 
somes depend de l'etat d'ordre des chaJnes lipidiques, c est-a-dire 
est en relation directe avec la temperature, les lipides a chaines 
35 longues saturees ne pouvant donner des liposomes qu'au-dessus d une 
certaine temperature qui correspond sensiblement a la temperature 
de fusion des chaines paraff iniques des lipides considers. Or, le 
processus de lyophilisation fait appel a de basses temperatures et 
1'homme de l'art devrait, en consequence, s'attendre a ce que cette 
40 lyophilisation detruise la structure des liposomes. l> invention 
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a permis de constater que, contrairement k toutes les deductions 
logiques de l'homme de I'art, le passage des liposomes par des bas- 
ses temperatures et l'tlimination d'eau ne dttruisaient pas la 
structure des liposomes, de sorte que les lyophilisats de liposo- 
5 me 8 peuvent §tre rthydrates et redonner naissance par rthydrata- 
tion k des dispersions aqueuses identiques aux dispersions ini- 
tiales avant lyophilisation. 

II est clair que I 1 invention permet d'ameliorer consider 
rablement les possibilities d 'utilisation pratiques des liposomes 

10 puisque par lyophilisation on evite pendant tout le temps de la 
conservation k I'ttat lyophilist, toute transormation des lipo- 
somes, c'est-k-dire toute coalescence et toute migration par per- 
mtfabilitl des substances actives enfermees dans les liposomes. 
En effet, on a pu constater que ce procedt de lyophilisation per- 

15 met d'obtenir des liposomes dont la quantite de substance encap- 
sulte n'est pa's modifite au cours de 1 Evaporation de l'eau. De 
plus, aprfes rthydratation du lyophilisat on observe que la taille 
des liposomes est la meme que celle avant lyophilisation* On peut 
done envisager, grace a l 1 invention, de preparer extemporantment 

20 des dispersions de liposomes ayant des tallies qui correspondent 
k une trfes grande instability, car il suffit de lyophiliser ces 
dispersions suffisamment vite apres leur preparation pour pouvoir 
les maintenir pendant un temps de stockage quelconque k l'ttat 
lyAphylist et les rtgtnerer ensuite par rehydratation au moment 

25 desire. De plus, les lyophilisats de liposomes selon ^invention 
possfedent les avantages gtntraux des produits lyophilists, sur le 
plan de la protection contre la contamination bacterienne et de 
l'oxydation en particulier. 

La prtsente invention a, en consequence, pour objet un 

30 proctdt de conservation de composition k base de dispersions 
aqueuses de spherules dites liposomes, constitutes de couches 
moltculaires organisees, entre lesquelles est encapsulte une pha- 
se aqueuse, renfermant au moins une substance active, ces couches 
ttant constitutes d f au moins un compost lipidique ayant pour 

35 formule gtntrale 

X Y 

formule dans laquelle Y represente un groupe lipophile et X 
reprtsente un groupe hydrophile ionique ou non-ionique, le dia- 
mfetre des spherules ttant compris entre 100 et 50 000 A environ, 
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f caracterise par le fait qu r an premier lieu, on prepare, 

de fa$on connue, une dispersion aqueuse de liposomes ; qu'en deuxie- 
me lieu, on soumet ladite dispersion a une lyophilisation realisee 
de fa9on classique, afin d'obtenir une pate ou un solide ; et qu'en 
5 troisieme lieu,peu de temps avant 1 'utilisation de la composition, 
on rehydrate le lyophilisat pour regenerer la composition initiale. 

Dans un mode prefer^ de mise en oeuvre du pro*ede selon 
1* invention, on introduit dans la composition de liposomes a con- 
server des charges destinees a empecher la prise en masse ou en mot- 

10 te des produits obtenus par lyophilisation ; les charges peuvent 
avantageusement etre choisies dans le groupe form£ par les sels mi- 
n^raux, la silice colioldale, les amidons et les aluminosilicates tels 
que les bentonites ; la lyophilisation est obtenue en abaissant la 
temperature de la composition de liposomes au-dessous de -30°C, la 

15 composition etant disposee en une couche de faible epaisseur, et en 
faisant evaporer a une temperature comprise entre 15 et 60°C, sous 
une trfes basse pression ; la pression d'evaporation est de I'ordre 
de 0,01 millibar, la temperature du condensateur etant d 1 environ 
-70*0 et l 1 evaporation etant maintenue pendant environ 12 heures. 

20 La prdsente invention a egalement pour objet le produit 

industriel ncuveau que constitue une composition de liposomes lyo- 
philisee telle qu' obtenue a la deuxierae etape du procede ci-dessus 
d<§fini. 

Dans un mode pr<§fere de realisation, la composition selon 

25 l f invent ion comprend des charges destinees a empecher la prise en 
masse ou en motte ; les charges sont choisies dans le groupe forme 
par les sels mineraux, la silice colioldale, les amidons et lesafcuA- 
no*ilicates;ies composes lipidiques ccnstitutifs des liposomes sont, 
pour tous les liposomes de la composition, ou bien des composes 

30 ioniques, ou bien des composes non-ioniques ; les liposomes de la 
composition sont d'au moins deux types, les substances actives, 
enfermees dans les liposomes de chaque type etant differentes ; pour 
les composes lipidiques constitutifs des liposomes de la composition, 
Y represente une chalne lipophile nontenant de 12 a 30 atomes de 

35 carbone; Y peut avantageusement Stre choisi dans le groupe forme 
par les chaines laurique, t£trad£cylique, hexadtfcylique, oltfique, 
iao8t4arylique, lanolique ou alcoylph^nyl * X peut avan- 
tageusement etre un groupement hydrophile non-ionique choisi danp 
la classe formee par des groupements polyoxyethyl^nes ou polyglyc^- 

40 roles et des esters de polyol oxy Ethylenes ou non. X peut egalement 
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etre avantageusement un groupement hydrophile ionique forme par un 
coirpose amphotere comportant deux chaines lipophiles avec une as- 
sociation de deux ions de sigpes ojposes. 

Dans le cas ou les composes lipidiques formant les liposomes 
sont des composes non ioniques, lesdits composes lipidiques peuvent 
avantageusement etre choisis dans le groupe forme par : 

- les ethers de polyglycerol lineaires ou ramifies de 
formules respectives : 

R - (OCHg CH OH CH 2 ^ OH 

et 

R e 0 CH 2 CH^j OH 

15 CH 2 0H 

n £tant un entier compris entre 1 et 6, R etant une chaine alipha- 
tique lineaire ou ramifiee, saturee ou insaturee, comprenant de 12 
k 30 atomes de carbone, les radicaux hydrocarbones des alcools de 
20 lanoline ou les restes hydroxy-2-alkyle des diols a longue 
chaine ; 

- les alcools gras polyoxyethylenes ; 

- les esters de polyol oxyethylenes ou non et, par 
exemple, les esters de sorbitol polyoxyethylene ; 

25 - les glycolipides d'origine naturelle ou synthetique, 

par exemple les cerebrosides. 

Dans la composition qui est soumise k la lyophilisation, 
la phase aqueuse encapsulee dans les liposomes est une solution 
aqueuse de substances actives ; la phase continue qui entoure les 

30 liposomes est une phase aqueuse isotonique par rapport a la phase 
encapsul^e de la dispersion ; la proportion du poids des liposomes 
par rapport au poids de la phase continue de la dispersion est 
comprise entre 0,01 et 0,5 environ. 

Dans lecas ou les liposomes sont ottenus k P™'^^°^$% s llpi ~ 

35 djques non-tordqtes, les conposittons soumases a la lyophilisation peuvent / 

divers additifs en vue de modifier la permeabilite ou la charge su- 
perficielle des liposomes. On citera a cet egard l f addition Sven- 
tuelle des alcools et diols a longue chaine, des sterols, par exem- 
ple le cholesterol, des amines a longue chaine et de leurs derives 

40 ammonium-quaternaires, des dihydroxyalkyl -amines, des amines grasses 
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polyoxyithylenees, des esters d ! amino -al coo Is a longue chalne, de 
leurs sels et derives ammonium-quaternaires, des esters phosphori- 
ques d'alcools gras, par exemple de dic^tyl- phosphate de sodium, 
des alkylsulfates, par exemple le cetyl-sulfate de sodium, de cer- 
5 tains polymeres, tels que les polypeptides et les prolines. 

La composition soumise a la lyophilisation peut comporter 
des liposomes renfermant des substances actives de toutes sortes, et 
en particulier des substances ayant un interSt pharmaceutique, ou 
alimentaire, ou des substances ayant une activite cosmetique. Les 

10 substances actives peuvent etrej par exemple, en ce qui concerne la 
cosmetique : les produits destines aux soins de la peau et du che- 
veu, par exemple des humectants, tels que la glycerine, le sorbitol, 
le pentaerythritol, l f inositol, l f acide pyrrolidone-carboxylique 
et ses sels ; des agents de brunissage artificiels tels que la 

15 dihydroxyacetone, l'erythrulose, la glyceraldehyde, les tf-dial- 
d^hydes tels que 1 'aldehyde tartrique (ces produits pouvant 6ven- 
tuellement etre associes a des colorants) ; des agents antisolaires 
hydrosolubles ; des an ti-perspi rants, des deodorants, des astrin- 
gents, des produits rafraichissants, toniques, cicatrisants, kera- 

20 tolytiques, depilatoires ; des eaux parfumees ; des extraits de tis- 
sus animaux ou vegetaux, tels que proteines, polysaccharides, li- 
quide amnio tique ; des colorants hydrosolubles, des agents anti- 
pelliculaires, des agents antiseborrheiques, des oxydants (agents 
de decoloration) comme l'eau oxygenee, des reducteurs tels que 

25 l'acide thioglycolique et ses sels, Comme substances actives phar- 
maceutiques on peut citer : les viramines, les hormones, les enzy- 
mes, (par exemple, la superoxyde dismutase), les vaccins, les anti- 
inflammatoires (hydrocortisone, par exemple) les antibiotiques, les 
bactericides. 

30 Pour mieux faire comprendre I'objet de I 1 invention, on 

va en decrire maintenant, a titre d'exemples purement illustratifs 
et non limitatifs, plusieurs modes de mise en oeuvre et plusieurs 
modes d 'utilisation, 
gxeqiple I : 

35 Dans un ballon de 100 ml, 320 mg du produit de formule 

generale : 

R -/ 0 CH 2 - CH -A OH 

V " CH 2 0H /S 
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R £tant le radical alcoyle des alcools de lanoline hydrogenee et n 
ayant une valeur statistique moyenne de 3, et 80 mg de cholesterol 
sont dissous dans 5 ml d'un melange chloroforme/methanol dans le 
rapport 2 : 1. On evapore le solvant a 1'aide d'un evaporateur ro- 

> tatif, puis on elimine les dernieres traces de solvant en soumet- 
tant le produit pendant 1 heure a la pression reduite donn£e par 
une pompe a palette. 

A la temperature de 4o°C, on niet le film lipidique obtenu 
en contact avec 10 ml d'une solution aqueuse a 8# du sel de trietha- 

) nolamine de l'acide urocanique. Le ballon est ensuite place sur une 
secoueuse et fortement agite pendant 2 heures a 40°C ; puis on 
xvfroldit progressivement jusqu'i revenir a la temperature ambiante. 
La dispersion obtenue est fluide. La taille des liposomes est inf£- 
rieure ou £gale au micron. 

5 On plonge le ballon dans l f azote liquide avec un mouvement 

de rotation sur lui-meme afin d'obtenir la congelation du produit 
sur les parois du ballon, puis on le place pendant 12 heures dams 
un lyophilisateur. On obtient de cette maniere un produit ptteux 
que l'on conserve pendant plusieurs Jours. 

0 Par addition d'au moins 3*5 ml <i T eau au produit lyophi- 

lis6 ainsi conserve, on obtient a nouveau une dispersion de sphe- 
rules ayant un diametre inferieur ou egal au micron. 
ESSB&fi 2 « 

Dans le fond d'un tube a essais de 30 ml, on melange 
!5 intimement a l'aide d'une spatule 190 mg du produit de formule 
g£n£rale : 



1 



0CH 2 - CH 







> 0H - 


n 



OH 



30 ou R est le radical hexadecyle et n a une valeur statistique moyen- 
ne de 3, 190 mg de cholesterol et 20 mg de dicetylphosphate de so- 
dium. Le melange est fait a la temperature de 90°C puis ramen<§ a 
70°C par l'lntermediaire d'un bain-marie. 

On met alors le melange obtenu en contact avec 2,5 ml 

35 d'une solution aqueuse k2% (PH 7) sel de sodium de l'acide L-pyrroli- 
done carboxylique. On homogeneise a la spatule jusqu'a obtenir une 
phase lamellaire tres hydratee. On ajcute 7*5*11 de la solution aqueu- 
se k 256 (PH 7) du sel de sodium de l'acide L-pyrrolidone carboxyli- 
que. On iranerge profondement dans la dispersion la tete d'un ultra- 

40 disperseur vendu sous la denomination commerciale "lLA n . On disperse 
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en augmentant progress ivement la viuesse de rotation jusqu'a la 
Vitesse maximum que l'on malnt lent pendant environ 50 minutes. On 
laisse la temperature du bain-marie revenir progress ivement a l'am- 
biante. La dispersion obtenue est fluide. La taille des liposomes 
est de l'ordre du micron. 

On transvase la dispersion dans un ballon rond de 100 ml 
que l'on plonge' dans l'azote liquide avec un mouvement de rotation 
sur lui-meme afin d'obtenir la congelation du produit sur les parois 
du ballon, puis on le place pendant 12 heures dans un lyophilisa- 
teur. On obtient de cette maniere un produit pateux, de couleur 
blanche, que l'on peut conserver. 

Par addition de plus de 5,5 ml d'eau au produit lyophili- 
se, on obtient une dispersion de spherules individualiseesdont la 
taille moyenne est de l'ordre du micron. 
15 ii est possible de soumettre aux ultra-sons la disper- 

sion de liposomes avant la lyophilisation : la taille des spherules 
est alors tres faible (diametre : 500-1 000 A ). Apres lyophilisa- 
tion et rehydratation du lyophilisat, on obtient une dispersion 
de liposomes de mime diametre. 
20 Example 5 : 

Dans le fond d'un tube a essais de 50 ml, on melange in- 
timement a l'aide d'une spatule 75 mg du produit de formule gene- 
rale : 



25 I CH 2 0H 



■i 



0 CH 2 - CH 



OH 



R etant le radical hexad^cyle et n etant. egal a 2, avec 20 mg de 
cholesterol et 5 mg de dicetyl -phosphate. Le melange est fait a la 
temperature de 70 °C au moyen d'un bain-marie. 

30 On met ce melange en contact avec 2,5 ml d'une solution 

aqueuse de chlorure de sodium a 5#. On homogeneise a la spatule 
Jusqu'^ obtenir une phase lamellaire tres hydratee. On ajoute 7,5 «1 
de la solution aqueuse de chlorure de sodium a 5^. On immerge pro- 
fondement dans la dispersion la tete d'un ultra-disperseur "ILA M . 

35 On disperse en augmentant progressivement la Vitesse de rotation 
de la tete jusqu'a la vitesse maximum que l'on maintient pendant 
environ 30 minutes. On laisse la temperature du bain-marie revenir 
progressivement a l'amoiante. La dispersion obtenue est fluide. La 
taille des liposomes est de l'ordre du micron. 

40 On transvase la dispersion dans un ballon rond de 100 ml 
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que l'on plonge dans l' azote liquid - avec un mouvement de rotation 
sur lui-meme, afin d'obtenir la congelation du produit sur les pa- 
rois du ballon. On laisse le ballon pendant 12 heures dans un lyo- 
philisateur. On obtient de cette maniere un produit poudreux, de 
5 couleur blanche que l f on peut conserver. 

Par addition d'au moins 1 ml d'eau au produit conserve, 
on obtient une dispersion des spherules individualists ayant une 
taille moyenne de l ! ordre du micron. 

La dispersion initiale peut etre egalement soumise aux 
10 ultra-sons avant lyophilisation, pour reduire la taille des liposo- 
mes de la dispersion. 
gxemp;e,4 : 

Dans un ballon rond de 100 ml, 128 mg de lecithine. d oeuf 
hydrogene*, 15 mg de cholesterol, 7 mg de dicetyl -phosphate sont 
15 dissous dans 5 ml d'un melange chloroforme /methanol dans le rapport 
2 : 1. On evapore le solvant a l'aide d ! un evaporateur rotatif, puis 
on elimine les derniferes traces de solvant en soumettant le produit 
pendant 1 heure a la pression reduite donnee par une pompe a palet- 
tes. 

20 On met le film lipidique obtenu en contact avec 4 ml d'une 

solution aqueuse d'acide ascorbique 0,3 M. L'experience est faite 
k la temperature de 40°C. Le ballon place sur une secoueuse est 
fortement agite pendant 2 heures a 40°C, puis refroidi progressi- 
vement jusqu'a revenir a la temperature ambiante. La dispersion ob- 

25 tenue est fluide. La taille des liposomes est inferieure ou egale 
au micron. 

On plonge le ballon dans l ! azote liquide avec un mouvement 
de rotation sur lui-meme afin d'obtenir la congelation du produit 
sur les parois du ballon, puis on le place dans un lyophilisateur 

30 pendant 12 heures. On obtient de cette maniere un produit pateux 
de couleur blanche, que l'on peut conserver. 

Par addition de plus de 1,5 ml d'eau au produit conserve, 
on obtient une dispersion de liposomes ■ individualises de tailles 
inferieure s ou egales au micron. 

35 La dispersion initiale peut egalement etre soumise aux 

ultra-sons avant lyophilisation, pour reduire la taille des lipo- 
somes. 
jfoe_m p \e : 

Dans le fond d'un tube a essais de 30 ml, on melange inti- 
40 mement a I'aide d'une spatule 300 mg de lecithine d'oeuf, 80 mg 
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de cholesterol, ec 20 mg a" dicetyl-phosphate. Le melange est fait 
a la temperature de 60°C, puis ramene a 40°C au moyen d'un bain- 
marie. 

On met alors le melange obtenu en contact avec 2,5 ml 
5 d'une solution aqueuse a 2,5% (pH=7> du sel de sodium de l'acide 
lactique. On homogeneise a la spatule jusqu'a obtenir une phase 
lamellaire tres hydratee. On ajoute 7.5 ml de la solution aqueuse 
du sel de sodium de l'acide lactique a 2,5%- On immerge profondement 
dans la dispersion la tete d'un ultra-disperseur "ILA". On disperse 

10 en augmentctnt progressivement la Vitesse de rotation de la tete 
jusqu'a la Vitesse maximum que l'on maintient pendant environ 30 
minutes. On laisse la temperature du bain-marie revenir progressi- 
vement a l'ambiante. La dispersion obtenue est fluide. La taille des 
liposomes est superieure au micron. La dispersion peut etre soumise 

15 aux ultra-sons sous azote ; la taille^des liposomes devient alors 
tres inferieure au micron (250-I 000 A). 

On transvase la dispersion obtenue dans un ballon rond de 
100 ml que l'on plonge dans l'azote liquide avec un mouvement de 
rotation sur lui-meme afin d' obtenir la congelation du produit sur 

20 les parois du ballon. On laisse alors le ballon pendant 12 heures 
dans un liophylisateur. On obtient de cette maniere un produit pail- 
lete de couleur brune, que l'on peut conserver. 

Par rehydratation du produit conserve avec au moins 3.5 
ml d'eau, on retrouve des liposomes individualises de taille infe- 

25 rieure (250-1 000 A) ou superieure au micron selon que la disper- 
sion a ete ou non soumise aux ultra-sons avant lyophilisation. 
Exenrole 6 : 

Dans le fond d'un tube a essais de 30 ml, on melange in- 
timement a l'aide d'une spatule 300 mg de leeithine d'oeuf, 80 mg 

30 de cholesterol et 20 mg de dicetyl-phosphate de sodium. Le melange 
est fait a la temperature de 60°C, puis ramene a 40°C au moyen 
d'un bain-marie. 

On met alors le melange obtenu en contact avec 2,5 ml 
d'une solution aqueuse a l'/oo de l' enzyme superoxyde dismutase. 

35 On homogeneise a la spatule jusqu'a obtenir une phase lamellaire 
tres hydratee. On ajoute 7.5 ml de la solution aqueuse a 1%. de 
1 'enzyme superoxyde dismutase. On immerge profondement dans la 
dispersion la tSte d'un ultra-disperseur "ILA". On disperse en 
augroentant progressivement la Vitesse de rotation de la tete 

40 jusqu'a la vitesse maximum que l'on maintient pendant environ 
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30 minutes. On laisse la temperature du bain-marie revenir pro- 
gressivement k I'ambiante. La dispersion obtenue eat fluide . La 
taille des liposomes est superieure au micron. La dispersion 
peut Stre soumise aux ultra-sons sous azote ; la taille des lipo- 
5 somes devient alors tres inf£rieure au micron (250-1 000 A). 

On transvase la dispersion obtenue dans un ballon rond 
de 100 ml et on introduit 300 mg d'aluminosilicate dans le bal- 
lon que l'on place environ 30 minutes sue une secoueuse. On 
plonge ce ballon dans l'aaote liquide avec un mouvement de rota- 

10 tion sur lui-meme, afin d'obtenir la congelation du produit sur 
les parois du ballon, On laisse alors le ballon pendant 12 heures 
dans un lyophilisateur. On obtient de cette maniere un produit 
blanc, poudreux que l f on peut conserver. 

Par rehydratation du produit conserve avec au mo ins 

15 3*5 ml d'eau, on retrouve des liposomes individualises de taille 
inf£rieure (250-1 000 A) ou superieure au micron, selon que la 
dispersion a eti ou non soumise aux ultra-sons avant lyophilisa- 
tion. 

gxemple 7 : 

20 Dans un ballon de 100 ml, 320 mg du produit de formule 

g£n£rale 

R (0CH 2 - CH )- OH 

CH 2 0H n 

R 4tant le radical alkyl des aloools de lanoline hydrog^n^e 
25 et n ayant une valeur statistique moyenne de 3> et 80 mg de cho- 
lesterol sont dissous dans 5 ml d'un melange chloroforme /methanol 
dans le rapport 2:1. On evapore le solvant k l'aide d'un 3vapo- 
rateur rotatif, puis on elimine les derniferes traces de solvant 
en souinettant le produit pendant 1 heure a la pression reduite 
30 donn£e par une pompe a palettes. 

A la temperature de 4o°C, on met le film lipidique ob- 
tenu en contact avec 10 ml d'une solution aqueuse a 3# de gly- 
cerol . 

Le ballon est ensuite place sur une secoueuse et forte- 
35 ment agite pendant 2 heures a 40°C ; puis on refroidit progres- 
sivement Jusqu'k revenir a la temperature ambiante. La dispersion 
obtenue est fluide. La taille des liposomes est inf^rieure ou 
£gale au micron. 

On introduit 500 mg d'aluminosilicate dans le ballon que 
40 l'on replace environ 30 minutes sur la secoueuse. 
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On plonge le ballon dans 1 'azote liquide avec un mouve- 
ment de rotation sur lui-mSme afin d 'obtenir la congelation du 
produit sur les parois du ballon, puis on le place pendant 12 
heures dans un lyophiiisateur. On obtient de cette maniere un 
5 produit blanc, poudreux, que l f on peut conserver. 

Par addition d r au moins 3*5 ml d f eau au produit lyo- 
philise ainsi conserve, on obtient a nouveau une dispersion de 
spherules ayant un diametre inferieur ou egal au micron* 
gy»mp;e g : 

10 Dans le fond d'un tube a essais de 30 ml, on melange 

intimement a I'aide d'une spatule 180 mg du produit de formula 
g6n£rale p 

R 0CH 2 - p 



OH 



CH 2 0H J 



15 oii R est le radical hexadecyle et n a une valeur statistique 

moyenne de 3, 180 mg de cholesterol et 40 mg de dicetyj-phosphate 
de sodium, Le melange est fait a la temperature de 90*C puis 
ramene a 50°C par 1 1 intermediaire d f un bain-marie. 

On met alors le melange obtenu en contact avec 2,5 ml 

20 d'une solution aqueuse a 5# d'immuno globulines Ig A. On homo- 
g^neise k la spatule jusqu'a obtenir une phase lamellaire trfes 
hydratee. On ajoute 7*5 ml la solution aqueuse a 9 %o de 
chlorure de sodium. On imroerge profondement dans la dispersion 
la tSte d f un ultra-disperseur vendu sous la denomination "ILA". 

25 On disperse en augmentant progressivement la vitesse de rotation 
jusqu'k la vitesse maximum que l'on maintient pendant environ 
30 minutes. On laisse la temperature du bain-marie revenir pro- 
gressivement a l'ambiante. La dispersion obtenue est fluide. La 
taille des liposomes est superieure ou egale au micron. 

30 On plonge le ballon dans 1 'azote liquide avec un mouve- 

ment de rotation sur lui-meme afin d 'obtenir la congelation du 
produit sur les parois du ballon, puis on le place pendant 12 
heures dans un lyophiiisateur. On obtient de ce^te maniere un 
produit blanc, poudreux. 

35 Par addition de plus de 3,5 ml d'eau au produit lyo- 

philise, on obtient une dispersion de spherules individual isees 
dont la taille moyenne est superieure ou egale au micron. 

II est bien entendu que les modes de mise en oeuvre cl- 
dessus decrits ne sont aucunement limitatifs et pourront dormer 
lieu k toutes modifications desirables, sans sortir pour cela du 
cadre de l' invention. 
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REVENDICATIONS 

1 - Procede de conservation de composition a base de dis- 
persions aqueuses de spherules dites "liposomes" , constitutes de 
couches moltculaires organisees, entre lesquelles est encapsulee 

5 une phase aqueuse, renfermant au mcins une substance active, ces 
couches etant constitutes d'au moins un compose lipidique ayant pour 
formule gentrale 

x y 

formule dans laquelle Y represente un groupe llphophile et X repre- 
10 sente un groupe hydrophile ionique ou non-ionique, le diamfetre des 
spherules etant compris entre 100 et 50 000 A, caracterise par le 
fait qu'en premier lieu, on prepare, de fagon connue, une disper- 
sion aqueuse de liposomes ; qu'en deuxieme lieu, on soumet ladite 
dispersion a une lyophilisation realisee de fa$on classique, afin 
15 d'obtenir une pate ou un solide ; et qu'en troisieme lieu, peu de 
temps avant 1 'utilisation de la composition, on rehydrate le lyo- 
philisat pour regenerer la composition initiale. 

2 - Procede selon la revendication 1, caracterise par le 
fait que l'on introduit dans la composition de liposomes a conser- 

20 ver des charges destinees a empeeher la prise en masse ou en motte 
des produits obtenus par lyophilisation. 

3 - Procede selon la revendication 2, caracterise par le 
fait que les charges sont choisies dans le groupe forme par les 
sels mintraux, la silice colloldale, les amidonsetles aluminosHlcates. 

25 4 - Procede selon 1'une des revendications 1 a J, carac- 

terise par le fait que la lyophilisation est obtenue en abaissant 
la temperature de la composition de liposomes au-dessous de -30°C, 
ladite composition etant disposee en une couche de faible epaisseur, 
et en faisant tvaporer a une temperature comprise eiitre 15 et 60°C, 

30 sous uie tres basse pression. 

5 - Composition de liposomes lyophilisee obtenue a la 
deuxifcme £tape du procede selon la revendication 1. 

6 - Composition selon la revendication 5, caracterisee par 
le fait qu'elle comprend des charges destinees a empeeher la prise 

35 en masse ou en motte. 

7 - Composition selon la revendication 6, caracterisee par 
le fait que les charges sont choisies dans le groupe forme par les 
sels mineraux, la silice colloldale, les amidons et les aluminosHLcates* 

8 - Composition selon l'une des revendications 5 a 7» ca- 
40 racterisee par le fait que les composes lipidiques constitutifs des 
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liposomes sont ou bien 

des composes ioniques, ou bien des composes non-ioniques. 

9 - Composition selon l'une des revendications 5 a 8, ca- 
racterisee par le fait que les liposomes qu'elle contient sont d ? au 
5 mo ins deux types, les substances actives enfermees dans les liposo- 
mes de chaque type etant differentes. 

10 - Composition selon I'une des revendications 5*9* ca- 
racterisee par le fait que, pour les composes lipidiques constitu- 
tifs des liposomes de la composition, Y represente une chalne 11- 

10 phophile contenant de 12 a 30 atomes de carbone. 

11 - Composition selon la revendication 10, oaracterisee 
par le fait que Y est choisi dans le groupe forme par les chalnes 
laurique, t6trad6eylique, hexad^eylique, oleique, isoet^arylique, 
lanolique ou alcoylph^nyl . 

15 12 - Composition selon l f une des revendications 5 a 11, 

caracterisee par le fait que, pour les composes lipidiques corxsti- 
tutifs des liposomes de la composition, X represente un groupement 
hydrophile non-ionique choisi dans la classe formee par des groupe- 
ments polyoxyethylenes ou polyglyceroles et des esters de polyol 

20 oxyethyl^nes ou non. 

13 - Composition selon l'une des revendications 5 a 11,, 
caracterisee par le fait que, pour les composes lipidiques consti- 
tutifs des liposomes de la composition, X est un groupement hydro- 
phile ionique forme par un compose amphotere comportant deux chal- 

25 nes lipophiles avec une association de deux ions organiques <j e 
signes opposes. 

14 - Composition selon l'une des revendications 5 a 9 dans 
laquelle les composes lipidiques forraant les liposomes sont des 
composes non-ioniques, caracterisee par le fait que lesdits compo- 

30 ses lipidiques sont choisis dans le groupe forme par : 

- les ethers de polyglycerol lineaires ou ramifies de 
formules respectives : 

R - (0CH 2 CH OH CH^ OH 



et 

R (r 0 CH 0 CH 



2 i n 



OH 



CH 2 0H 



n etant un entier compris entre 1 et 6, R etant une chafne alipha- 
40 tique lineaire ou ramifiee, saturee ou insaturee, comprenant de 12 
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a 30 atonies de carbone, les radicaux hydrocarbones des alcools de 
lanoline ou les restes hydroxy-2-alkyle des <*-diols a longue chal- 
ne ; 

- les alcools gras polyoxyethylenes ; . 

5 _ les esters de polyol oxyethylenes ou non et, par exem- 

ple, les esters de sorbitol polyoxyethylenes ; 

- les glycolipides d f origine naturelle ou synthetique, 
par exemple les c^rebrosides. 

15 - Composition selon l'une des revendications 5 a 14, 
10 caracUris^e par le fait qu'elle comporte des additifs Yisant a 

modifier la permeabilite ou la charge superf icielle des liposomes 
et pris dans le groupe forme par les alcools et diols a longue 
chaine, les sterols, les amines a longue chaine et leurs derives 
ammonium-quaternaires, les d ihydroxy alky 1 -amines, les amines gras- 
15 ses polyoxydthylenees, les esters d'amino-alcools a longue chaine 
ainsi que leurs sels et derives ammonium-quaternaires, les esters 
phosphoriques d'alcools gras, les alkylsulfates, les polypeptides 

et les prolines. 

16 - Composition selon l'une des revendications 5 k 15, 
20 caractdrisee par le fait que les liposomes renferment des substan- 
ces actives k activite cosmetique prises dans le groupe forme par 
les produits destines aux soins de la peau et du cheveu, les humec- 
tants tels que la glycerine, le sorbitol, le pentaerythritol, l f ino 
sitol, I'acide pyrrolidone-carboxylique et ses sels, les agents de 

25 brunissage artificiels tels que la d ihydroxy ace tone, 1 1 erythrulose, 
la glyceraldShyde, les V-dialdehydes, lesdits agents de brunissage 
pouvant etre eventuellement associes a des. colorants, les agents 
antisolaires hydrosolubles, les anti-perspirants, les deodorants, 
les astringents, les produits rafraichissants, toniques, cicatri- 

30 santa, kdratolytiques, depilatoires, les eaux parfumees, les 

extraits de tissus animaux ou vegetaux, tels que proteines, poly- 
saccharides, liquide amniotique, les colorants hydrosolubles, les 
agents antipelliculaires, les agents antiseborrhSiques, les oxy- 
dants tels que 1'eau oxyg^nde, les reducteurs tels que l f acide 

35 thioglycolique et ses sels. 

17 - Composition selon 1'un* des revendications 5 & 15* 
caract6ris6e par le fait que les liposomes renferment des substan- 
ces a activity pharmaceutique telles que des vitamines, des subs-" 
tances alimentaires, des hormones, des enzymes, des vaccins, des 

40 antiinfla«matoires, des antibiptiques et des bactericides. 



